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Apport de l'hybridation somatique 
pour l'exploitation 
des ressources génétiques des agrumes 
M édiatisée à la fin des années 70 avec les hybrides pomme de terre/tomate [ l], l'hybri-
dation somatique constitue aujourd'hui 
une composante importante des pro-
grammes d 'amélioration de plusieurs 
complexes d'espèces. Elle permet en effet 
d ' introgresser des gènes provenant 
d'espèces sexuellement incompatibles ou 
de génotypes stériles en élargissant 
d'autant le domaine des ressources géné-
tiques utilisables (2-4]. Cette technique 
est particulièrement précieuse pour gérer 
la diversité au sein de pool géniques 
polyploïdes. Ainsi de nombreux travaux 
ont porté sur le complexe d'espèces de la 
pomme de terre (5-7] ou celui des Bras-
sica [8 , 9]. L'hybridation somatique a 
également été appliquée avec succès pour 
introgresser des caractères ponctuels 
d'espèces sauvages via des méthodes de 
fusions asymétriques où les protoplastes 
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de l'espèce sauvage sont irradiés par des 
rayons gamma ou soumis à des traite-
ments UV (10] afin de provoquer une 
fragmentation et une élimination de la 
plupart des chromosomes, ce qui permet 
la recombinaison de fragments chromo-
somiques dans le génome de l'espèce 
cultivée (7, 11, 12] . Cette technique a 
prouvé son efficacité, couplée à des pres-
sions de sélection in vitro, en permettant 
par exemple le transfert de résistances au 
méthotrexate et au 5-méthyl-tryptophane 
de la carotte chez le tabac (12], de la 
résistance à Phoma linguam de Brassica 
juncea, Brassica carinata et Brassica nigra 
chez Brassica napus (13] ou de la résis-
tance au virus de la mosaïque du tabac 
de Nicotiana repanda chez Nicotiana 
tabacum [14]. L' intérêt de l'hybridation 
somatique ne se limite d'ailleurs pas à la 
gestion des génomes nucléaires. Diffé-
rents travaux visent en effet à associer les 
noyaux d'une espèce aux organites cyto-
plasmiques d'autres espèces, principale-
ment pour la recherche de stérilités 
mâles nucléa-cytoplasmiques mais égale-
ment afin de transférer certains carac-
tères de résistance à déterminisme cyto-
plasmique (15-21] . Ces alloplastes sont 
généralement générés dans le cadre 
d'hybridations asymétriques où les pro-
toplasres de l'un des parents sont irradiés 
à des doses élevées afin de détruire les 
noyaux tandis que les proroplastes de 
l'autre parent sont traités à l'iodoacétate 
pour inactiver les organites cytoplas-
miques (20-24] . Les hybridations soma-
tiques peuvent également déboucher sur 
des recombinaisons des génomes cyto-
plasmiques. Ces cybrides concernent 
principalement les génomes mitochon-
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driaux (25-28] et seuls quelques très 
rares cas de recombinaisons chloroplas-
tiq ues ont été publiés (29, 30] . La 
figure 1 schématise les différentes struc-
tures génétiques pouvant être générées 
par l'hybridation somatique. 
Les agrumes constituent une bonne illus-
tration de l'intérêt de l'hybridation soma-
tique pour l'exploitation des ressources 
génétiques. La première production frui-
tière mondiale est confrontée à des pres-
sions biotiques et abiotiques croissantes et 
à une segmentation des marchés qui 
conduisent de nombreux pays producteurs 
à développer des programmes de création 
variétale. Les stratégies d 'amélioration 
conventionnelle sont limitées par les parti-
cularités du système de reproduction, par 
l'organisation évolutive des agrumes et par 
la longueur de la phase juvénile (5 à 
6 ans) qui hypothèquent grandement la 
mise en place de schémas de recombinai-
sons sur plusieurs cycles (31]. Ainsi , 
depuis la fin des années 80 et la première 
hybridation somatique intergénérique 
entre Poncirus trifoliata et Citrus sinensis 
(32], la fusion de protoplasres est devenue 
une composante majeure de différents 
programmes d'amélioration. 
Cet article présente les principaux 
domaines d'applications de l'hybridation 
somatique pour l'utilisation des res-
sources génétiques des agrumes sur la 
base des travaux entrepris par le CIRAD 
et !'INRA. Cette présentation des pro-
grammes des équipes françaises s'accom-
pagne d'un bilan des résultats obtenus au 
niveau international et est précédée par 
quelques éléments sur la structuration de 
la diversité des agrumes et des genres 
apparentés. 
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4. Cybrides diploïdes 
•• 
•• 2. Hybrides somatiques allotétraploïdes 
5. Hybrides asymétriques aneuploïdes 
O Noyau D Mitochondrie ~ Chloroplaste 
Figure 1. Différentes associations nuclée-cytop lasmiques générées par hybridat ion somatique. 
Figure 1. Different nucleo-cytoplasmic associations arising from somal ie hybridisation. 
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Ressources génétiques 
des agrumes 
Les agrumes regro upen r t ro is genres 
sexuellement compatibles : le genre Citrus 
renferme la majorité des espèces consom-
mées, le genre Fortunella co mprend 
quelques cultivars (les kumquats) et le 
genre Poncirus mo nospécifique (P. trifo-
liata) est rrès important dans le do mai ne 
des porte-greffes du fa ir de ses nom-
breuses résis tances aux contraintes bio-
tiques. Les agrumes constituent le pool 
génique primaire des fo rmes cul tivées, au 
sens défini par H arlan (33]. La variabilité 
agro morph ologique des agru m es est 
considérable. Elle concerne aussi bien les 
caractères pomologiques et organolep-
tiques que les résistances aux contraintes 
biotiques et abiotiques et ouvre de très 
larges perspectives pour la création varié-
tale. De nombreuses tolérances aux fac-
teurs biotiques ont ainsi été identifiées : 
tolérance aux sols calcaires de C. jambhi-
ri, C. macrophylla, C. volkameriana et de 
C. amblycarpa ; tolérance à la salini té du 
limetti er Rangpu r et du mandarini er 
Cléopâtre ; tolérance au froid des manda-
riniers Satsuma, des kumquats et de Pon-
cirus trifoliata ; tolérance à la sécheresse 
du limettier Rangpur. Des résistances aux 
principaux ravageurs et maladies sont 
également présentes : résistance aux Phy-
tophthoras sp. de certains pamplemous-
siers et mandariniers, des bigaradiers, de 
C. volkameriana, er de C. amblycarpa ; 
résistance à la cercosporiose africaine des 
agrumes (maladie fo ngique due à Phae-
mularia angolensis) chez les pamplemous-
siers, les citro nniers et les mandariniers 
Satsuma et Beauty; immunité à la rris re-
za (maladie virale) de Poncirus trifoliata er 
résistance partielle du mandarinier Cléo-
pâtre, de C. amblycarpa, d u limettier 
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Rangpur, de C. jambhiri et C. volkame-
riana ; rnlérance au chancre citrique 
(maladie bactérienne due à Xanthomonas 
campestris de C. junos et de certains man-
dariniers : Sarsuma, Dancy . . . ) ; résistance 
aux nématodes de Poncirus trifoliata . .. 
Aux niveaux pomologique et organolep-
tique la diversité est également vas te 
(figure 2). Le diamètre des fruits varie de 
quelques centimètres pour les mandari-
niers, Poncirus et kumquat à plus de 
30 cm pour certains pamplemouss iers; 
l'albédo inexistant chez les kumquats et 
très peu développé chez les mandariniers 
constitue l'essentiel du fruit chez le cédra-
tier ; la pulpe des fruits est verre, orange, 
jaune ou rouge et son acidité peur varier 
de nulle chez certains orangers tropicaux 
à très élevée chez les citronniers et les 
limes ; les arômes et huiles essentielles 
sont très diversifiés tant qualitati vement 
que quantitativement. La période de pro-
duction, enfin, s'étale, en zone médi terra-
néenne, de septembre pour les mandari-
niers Satsuma à juillet/aoû t pour les 
orangers cv « Valencia lare ». En regard 
de la très grande diversité du pool pri-
maire et de la complète compatibilité 
sexuelle théo rique entre les di ffé rents 
genres constituant les agrumes, les res-
sources génétiques effectivement explo i-
tées par voie sexuée apparaissent très res-
t re intes e t très peu d e culti va rs 
commerciaux sont issus des programmes 
d'amélioration conventionnelle. Les prin-
cipaux facteurs limitants pouvant expli-
quer cet état de fai t sont : 
- la polyembryonnie (forme d'apomixie 
part iell e résultant de la p ro liféra tion 
d'emb ryo ns à partir des tissus nucellaires 
de l'ovule), qui a considérablement limité 
les brassages génétiques au se in des 
agr um es, tant durant la d om es ti ca-
tion [34] que depuis la mise en place de 
programmes de création variétale pour 
lesquels chaque combinaison parentale 
inclut généralement un géni teur femelle 
mono-embryonné. Seuls les cédratiers, les 
pamplemoussiers er quelques mandari-
ni ers pro d ui se nt d es gra ines mo no-
embryonnées d'origine zygo tique; 
- les stérilités mâles et femelles, sélection-
nées par l'homme pour la production de 
frui ts sans pépins, ont également exclu de 
nombreux cul tivars élites du pool génique 
exploitable par voie sexuée ; 
- l'évolu tion des agrumes cultivés et la 
structura tion de la diversité génétique. 
Les trois espèces principales sur le plan 
économique (oranger, pomelo, citronnier) 
dérivent en effet chacune de « proto-
types » forteme n t hé térozygotes issus 
Figu re 2. Diversité des fruits au se in du 
genre Citrus. 
Figure 2. Fruit diversity in Citrus. 
d ' hybridations interspécifiques; leur 
diversification intraspécifique est due à 
des mutations ponctuelles soumises à la 
sélection humaine en l'absence de recom-
binaison sexuée [35]. Toute tentative 
d'amélioration par recombinaison remet 
ainsi en cause les équilibres polygéniques 
déterminants de l'espèce. La structuration 
des mandariniers et pamplemoussiers est 
totalement différence et une amélioration 
par hybridation sexuée est envisageable 
au sein de chacune de ces espèces [35] ; 
- l'hétérozygotie élevée de l'essentiel du 
germoplasme qui se traduit par de faibles 
probabilités d ' associer de nombreux 
gènes favorables chez un même hybride ; 
- la longueur de la phase juvénile et la 
lourdeur des évaluations qui demandent 
un pas de temps minimum de dix ans 
encre deux cycles de recombinaison . 
Ressources génétiques 
des pools géniques 
secondaires et tertiaires 
Les agrumes sont sexuellement compa-
tibles avec certains genres plus éloignés 
(Eremocitrus, Microcitrus) qui renferment 
d'intéressants caractères de résistances 
comme la résistance à la sécheresse et à 
la salinité pour Eremocitrus. Les agrumes 
et ces deux genres originaires d 'Australie 
constituent ainsi un complexe d'espèces 
tel que l'a défini Pernes [36]. Toutefois, 
les hybrides intergénériques sont généra-
lement fortement stériles [37] . Ceci 
interdit une uti lisation efficace, par voie 
sex uée, de ce germoplasme car les 
hybrides de première génération présen-
tent trop de caractères défavorables du 
parent sauvage. 
Les autres genres de la famille des Auran-
tioideae (tribu des Citreae et tribu des 
Clausenae) renferment par ai lleurs de 
nombreux caractères de résistance dont 
certains sont absents des pools géniques 
primaires et secondaires telle la très force 
résistance au sel et au bore de Severinia 
buxifolia ou l'immunité au huanglongbin 
(bactériose du phloème qui cause des 
dégâts considérables en Asie) de Murraya 
paniculata. Cette diversité est roucefois 
inexploitable par les voies d'amélioration 
convenrionnelles en raison de l' incompa-
ribilicé sexuelle encre ces genres et les 
agrumes. Avec certains genres de la sous-
rribu des Citrinae comme Citropsis, les 
hybridations sexuées avec les agrumes ont 
produi t des graines incapables de germer 
[38] tandis que les combinaisons avec des 
genres plus éloignés ne produisent pas de 
graines [37]. Dans le cas des genres de la 
tribu des C/,auseneae (Murraya, C/,ai,sena 
et Glycosmis), l' incompatibili té sexuelle se 
manifeste par un arrêt de croissance des 
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cubes polliniques dans la partie supérieure 
du style [37]. 
Création d'hybrides 
somatiques : 
les techniques 
Fusion de protoplastes 
et régénération 
La maîtrise d 'un système de régénération 
performant est un préalable indispen-
sable à roue programme d'hybridation 
somatique. Chez les agrumes, l'ensemble 
des rra vaux s'appuie sur le pocen ciel 
embryogénique très élevé des cals friables 
issus des tissus nucellaires de l'ovu le. 
Ainsi, roures les combinaisons de fusion 
utilisent des proroplasres issus de ce type 
de cal pour au moins l'un des parents. 
La première phase de notre programme 
d'hybridation somatique a ainsi été l'éta-
blissement d ' une co ll ection de cals 
embryogènes et l'oprimisarion de la ges-
tion de ces cals (figure 3) [39]. Une tren-
taine de cultivars d ' agrumes so n t 
aujourd 'hui disponibles sous cette forme 
+ 
Embryons 
MT Galactose 
Plantules 
MT+GA3 \. J,4 ' 
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Figure 3. Induction et gestion des ca ls embryogènes d'agrumes (d'après Oll itrau lt et al. [39]). 
Figure 3. Induction and management of Citrus embryogenic calli. 
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Figure 4. Électrofusion de protoplastes et régénération d'embryons. 
a : Mélange de protoplastes de cals de mandarinier « Commun » (A1) et de protoplastes de 
feuille de kumquat « Marumi » (A2). b : Alignement des protoplastes dans le champ électrique. 
c: Population de protoplastes après émission de pulses électriques (C1 : hétérofusions ; C2: 
homofusions; C3 : protoplastes parentaux). d : Régénération d'embryons à partir de proto-
plastes électrofusionnés. 
Figure 4. Protoplast electrofusion and embryo regeneration. 
a : Mixed population of callus protoplasts from mandarin "Willow leaf" (A1) and leaf protoplasts of 
kumquat "Marumi " (A2). b: Protoplast aligment under electric field . c: Population of protoplast aftec 
electrofusion (C1 : heterofusion, C2 : homofusion, C3 : parental protoplasts). d : Embryo regeneration 
from electrofused protoplasts. 
directement exploicable via l'hybridacion 
somacique. 
Hiscoriquemenc, les premiers hybrides 
somaciques végécaux one écé obtenus 
après craitemenc chimique au polyéchylè-
ne glycol (PEG) sur des suspensions de 
procoplastes parencaux [40] ec cecce tech-
nique resce la plus courammenc urilisée. 
Les procoplastes agglucinés en présence 
de PEG fusionnenc lorsque la suspension 
esc diluée par une solucion basique crès 
co ncencrée e n ions C a2• . Un e aucre 
méc hod e p e rm e cca nc d ' obcenir d es 
hybrides pa r éleccrofusion de proto-
plasces a écé développée au début des 
années 80 [4 1] . Pour cecce technique, les 
procoplasces placés dans un mili eu de 
fa ibl e co nductivité sont soumis à un 
chan1p électrique qui induit leur polari-
sati on et leur alignement. D es pulses de 
co urant continu d e fort e inte nsité 
(> 200 V) sont ensui te appliqués à ces 
files de procoplastes afin de désorganiser 
tempo rai rem en t les memb ranes et per-
mem e ai nsi l'échange de matériel gene-
tique [42]. C'est cette méthode que nou 
avo ns d évelopp ée sur les agrum es 
(figure4) [43]. 
Sélection des hybrides 
et caractérisation génomique 
Les suspensions résultant de la fusion de 
procoplastes renfermenc une gamme de 
génotype di ve rsifi és tant po ur leurs 
génomes nucléaires que cycoplasmiques. 
On y trouve en effet des procoplasces 
parentaux, des aucofusions, des hétérofu-
sions et des multifusions. La proportion 
des hétérofusions dépassa nt ra remenc 
10 %, certains au teurs soumettent les 
suspensions de procoplastes à des pres-
sions de sélection en faveur de ces struc-
tures hybrides (exigences nurricionnelles, 
salinité, résiscance à des coxines voire à 
des antibiotiques). De celles pratiques de 
séleccion limitenc tou tefois considérable-
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Figure 5. Analyse par cytométrie en flux (le 
citronnier « Lisbonne » est utilisé comme 
témoin interne diploïde) du niveau de ploï-
die d'hybrides régénérés à partir de fusions 
de protoplastes haploïdes de clémentinier et 
diploïdes de mandarinier « Kinnow ». a : 
hybrid e somatique triploïde . b : hybr ide 
somatique tétraploïde. 
Figure 5. Plo idy analysis by flow cytom etry 
(" Lisbonne" lemon is used as diploid internai 
control) of hybrids arising from haploid clemen-
tine + diploid " Kinnow " mandari n protoplast 
fusion . a : tripl oid somat ic hybrid . b : tetraploid 
somatic hybrid. 
menr la gamme des ressources génériques 
ex plo itables puisqu 'elles requièrenc la 
combinaison de génotypes possédant des 
comportements diffé rencs vis-a-vis de ces 
critères de sélection in vitro. Par ai lleurs, 
la dégradacion des procoplasres contre-
sélectionnés peut nuire au bon déroule-
menc des processus de régé néra ti o n . 
Ainsi, la quasi-cotal ité des travaux réalisés 
sur les agrumes s'appuie sur une identifi-
cacion des hybrides somatiques parmi les 
plancul es régénérées en l'a bsence de 
toutes press ions de sélecti on in vitro. 
Cette identification peut parfois être réa-
lisée sur la base de marqueurs morpholo-
giques, mais la pratique la plus courante 
est d 'as ocier une évaluation du niveau 
de ploïdi e (comptage chro mosomique, 
cy rom écri e e n flu x, figure 5) et un 
contrôle de la nature hybride (isozymes, 
figure 6 ; mi crosa rellires et marqueurs 
cytoplasmiques). 
Afin d 'analyser précocement la composi-
cion cycoplas mique des plantules régéné-
rées, nous avons développé des marqueurs 
p L«-----S P )) 
Figure 6. Analyse par électrophorèse enzymatique (phosphog lucomutase) de l'origine nucléa i-
re de p lants régé nérés après fusions de protoplastes de pome lo « Star Ruby » et de l imett ier 
« Mexicain ». P : pome lo « Sta r Ruby » ; L: l imettier « Mexicain » ; SP : plantes régénérées 
après fusion de protoplastes. 
Figure 6. Analys is of nuclear origins of plants regenerated after "Star Ruby" grapefruit+ " Mexican" 
lime somatic hybridi zation. P : "Star Ruby" grapefruit ; L : "Mexican" lime ; SP : plants regenerated 
after protoplast fusion. 
CAPS (cleaved amplified polymorphie 
sequence) associant l'amplification à partir 
d'amorces spécifiques universelles (44] et 
des restrictions enzymatiques. Cette tech-
nique es t crès performam e au ni vea u 
chloroplascique, pour lequel la quasi-tota-
lité de nos gé ni teurs sont différenciés 
(figure 7). En revanche, la diversité mito-
chondriale révélée par cet outil es t beau-
coup moins imporca.nce, ce qui limite son 
application aux combinaisons intergéné-
riques. Au niveau inrraspécifique, les ana-
lyses mitochondriales sont donc réalisées 
à l'aide de marqueurs RFLP en ut ilisant 
des sondes hétéro logues. 
Ces caractérisations routinières peuvent 
être complétées par des analyses appro-
fondi es lorsque se manifestent des phé-
nomènes d 'instabilité génomique. Ai nsi 
l'hybridation génomique in situ (GISH) 
apparaît très prometteuse pour analyser 
la structure des génomes nucléaiJ:es com-
plexes. Elle a, par exemple, permis de 
montrer que les h ybrides hexaploïdes 
issus d 'h ybrida tions som atiques encre 
Lycopersicum esculentum (2x) et Solanum 
lycopersicoides (2x) possédaient deux foi s 
le génome de Lycopersicum esculentum et 
qu' il existait des réarrangemencs encre les 
chromosomes des deux genres (45]. D es 
éliminations spécifiques de chromosomes 
d'Allium cepa chez des hybrides soma-
tiques encre Allium cepa et Allium ampe-
loprasum one par ailleurs pu être mises 
en évidence [ 4 6] .T oucefoi s, pour les 
agrumes, nos travaux montrent que cette 
technique ne permet pas de colorer la 
totalité des chromosomes (figure 8); elle 
ne sera donc pas utilisable pour analyser 
précisément la composition génomique 
d 'éventuels aneuploïdes. E lle devrait en 
revanche être applicable pour étudier la 
contribution de chaque parent à la for-
mation d 'hybrides inrergénériques multi-
ploïdes. 
Élargir le pool 
génétique 
effectivement 
exploitable au sein 
du complexe 
d'espèces et l'étendre 
au pool génique 
tertiaire (figure 9) 
Comme nous l'avons vu précédemment, 
ce rtain es spécific ités du systèm e d e 
reproduction des agrumes (apomix ie, 
nombreuses stéri lités) limitent l'uci lisa-
tion, par voie sexuée, de la diversité du 
complexe d 'espèces . Le barrières repro-
ductives totales entre les différentes sous-
cribus interdisent par ailleurs l'accès à un 
réservoi r de gènes de résistance parcicu-
liè rem en t intéress a nt . D an s un t e l 
contex te, l' hybridation somatique qui 
permet de s'affranchir des contrain tes de 
la sexualité paraît par ticulièrement adap-
tée pour une meilleure exploitation des 
ressou rces génét iques potentiell es d es 
agrumes . 
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Figure 7. An a lyse pa r CA PS (a m o rce: 
trnT3/trnD2 (44) et enzyme de restr iction 
Ora l ) de la ségrégat io n des chl o rop lastes 
pa rentau x chez des hybrides somatiqu es 
entre le pome lo « Sta r Ru by » et le m andari -
nier « Commu n ». 1 : m arq ueur de tai lle, 2 à 
11 : hybr ides somatiques, 12 : mandarin ier 
« Commun », 13 : pomelo « Star Ru by ». 
Figure 7. CAPS analysis (trnT3/trn D2 primers 
(44) and Dra l restrict ion enzyme) of chlorop last 
segregation in a population of somatic hybrids 
between " Star Ruby" grapefruit and "Wi ll ow 
Leaf" mandarin . 1 : size marker, 2 to 11 : soma-
lie hybr ids , 12 : " W illow Leaf " ma nda r in, 
13 : " Star Ruby" grapefruit . 
Figure 8. GISH (genomic in situ hybridisa-
tions) sur un éta lement chromosomique de 
l' hybride som atique intergénérique (Ponci-
rus trifoliata + Citrus reticulata cv «Mandari-
nier Com mu n »). L'ADN génomique de P. tri-
fo /iata est marqué en rouge , celui de C. 
reticu/ata en vert ; un marquage au dapi pe r-
met de visua liser l'ensemb le des chromo-
somes. 
Figure 8. GISH (genom ic in situ hybridization) 
on chromoso mes of Poncirus trifo liata + Citrus 
reticufa cv "Willow leaf" somalie hybrid . Stai-
ning of genomic DNA are respectively red and 
green for P. trifoliata and C. reticulata. Dapi 
stain ing reveals ail chromosomes. 
Autoriser les brassages 
génétiques 
entre les génotypes poly-
embryonnés ou stériles du 
pool primaire 
L' hybr id a tion som a tique permet d e 
con tourner la na ture apomictiq ue des 
.. 
-~==~~~~:!,Jijjiii;;:::~-~ - Allotétraploïd ie o Genre Citrus 
- - Asymétrie a Pool primaire 
a Pool tertiaire 
Sous-tribu 
Citrinae 
Tribu des 
Clauseneae 
Figure 9. Combinaisons interspécifiques réalisées au Cirad ayant conduit à l 'obtention 
d' hybrides somatiques allotétraploïdes ou asym étriques. 
Figure 9. lnterspecific combinations obtained at Cirad producing allotetraploid or asymmetric somalie 
hybrids. 
géniteurs afin de reco mbiner les carac-
tères de deux parents poly-em bryo nn és. 
Les hybrides tétraploïdes issus d 'hybrida-
tions somatiques entre cul t ivars po ly-
embryonn és produisen t e n effe t des 
gam ètes diploïdes associant des gènes de 
chaque parent. D e reis gam ètes mâles 
utilisés p o ur féconder d es c ulti va rs 
diplo"ides mono-embryonnés permettront 
ainsi de générer des hybrides triploïdes 
possédan t des caractéristiques favo rables 
de deux parents apomicriques (vo ir plus 
bas). 
Les cultivars poly-emb ryonnés étant par-
ticulièrement favorables à l' induction de 
cals embryogènes, l'hybridation soma-
tique s'avère aisée. Cette approche peut 
facilement être étendue à des cultivars 
présentant des stérilités femelles dues à 
une dégénérescence tardive des ovules 
comme le pomelo Star Ruby, les manda-
riniers Sarsuma et les orangers Valencia 
Lare ou W as hington N avel, pour les-
quels des cals embryogènes ont été ob te-
nus par culture d 'ovules immatu res. 
D es hybrides tétraploïdes ont ainsi été 
créés par le C irad pour une vi ngtaine 
de combinaisons entre cultivars apomic-
riques dont douze font partie d' un plan 
de croisement cliallèle entre six espèces 
du genre Citrus (mandarini er, oranger, 
bigaradier, pomelo, citronnier et limet-
ti er ; voir p lus bas, ta bleau 1) . Ces 
hybrides viennent s'ajouter à ceux obte-
nus par différentes équ ipes [32, 47-49] 
et o n peur estimer à une centaine le 
nom bre de re is génorypes tétraploïdes 
créés entre géniteurs poly-embryonnés 
du rant la dernière décennie. La mise à 
fl eur et à frui r d 'hybrides tétraploïdes 
générés lors des premiers travaux dans ce 
domaine a par ailleurs permis de démon-
trer la fertilité de combinaisons impli-
quant un , vo ire deux parents stériles 
[50] . 
Exploiter la diversité 
des genres sexuellement 
incompatibles 
Sur un plan général, l'une des premières 
m o ti va ti o ns du d ével opp e m e n t d e 
l'hybridation somatique étai t de contour-
ner les problèmes d 'incompatibili té dus 
aux interacti o ns entre pollen et pi st il 
ainsi que ceux découlant d ' interacti o n 
p lante mère/emb ryons hybride. Cerre 
technique paraî t ainsi parti culi èrement 
adaptée à l'exploirarion large des pools 
géniqu es sexuel1 emenr in co mpat ibl es. 
Afin d 'en éval uer les limites prat iques, 
dans la sous-fami lle des Aurantioideae, 
nous avons réalisé une série d 'hybrida-
ti o ns, associant des Citrus à d ivers 
genres, et présentant une gamme de 
divergence taxo nomique de l' in tragéné-
rique à l'interrribale. D es régénérations 
de structures hybrides ont été obtenues 
quel que soit le niveau de divergence 
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taxonom ique (tableau 2). En revanche, la 
régénération de plan tules ou de méris-
tèmes catilinaires à parti r des cals ou des 
structures embryo nnaires hybri des n 'a 
été possible que pour les combinaisons 
réalisées au sein des agrumes. L'analyse 
du génome nucléaire des trois combinai-
sons les plus éloignées (entre sous-tribus 
et entre t ribus) tém oigne par ailleurs 
d e l' in sta bil ité ch romosom iq ue d es 
géno mes hybrides [51 J. Ceux-ci possè-
den t en effet des niveaux de ploïclie plus 
élevés que ceux attendus et certains m ar-
queurs parentaux (isozymes et microsa-
telli tes) sont absents chez les hybrides. 
Sur le internat io nal, les hybridati o ns 
somatiques réal isées au sein de la sous-
tribu des Citrinae ont permis de régéné-
rer des plantes viables pour une quinzai-
n e de co mbin a iso ns en tre gé ni te u rs 
sexuellement incompatibles [4, 52]. Tou-
tefois, ces plantes présentent souvent des 
caractères rédhibiroires comme des sensi-
bilités élevées à certaines maladies fon-
giques ou une très faible vigueur. Les 
résulta ts concern ant trois combinaisons 
inter-sous- tribus [ 4, 53] et trois combi-
n aiso ns inrerrribales [53-55] o n t été 
publiés et les auteurs font érar de très 
grandes d ifficulcés pour obteni r des plan-
tules ou des pousses viables. Les struc-
tu res géno miq ues déséqui librées ainsi 
que des incompatibilités au niveau des 
p rocessus morpho-génériques parentaux 
po ur raient expliquer les diffic ultés à 
régénérer des pl an tes viables pour les 
combinaisons éloignées. 
L'instabili té des génomes nucléaires chez 
les hybrides issus de combinaisons entre 
géni reu rs génériquement éloignés a été 
observée au sein de nombreux complexes 
d 'espèces [7, 9, 30]. Ainsi, par exemple, 
il existe chez les Brassica une co rrélation 
positive entre la divergence génétique des 
espèces parentales et la fréquence des éli-
m inati o ns ch ro mosomiques [56]. Les 
résultats publiés chez les agrumes témoi-
gnent d 'une grande stabilité et d ' une 
additio n équilibrée des génomes paren-
taux pour la majorité des combinaiso ns 
imra-sous- rribu [ 4]. Les rares cas de ploï-
dies inattendues concernent une hybrida-
tio n e n rre Severi nia buxifoLia (2x) et 
C. sinensis (2x) qui a produ it des plantes 
triploïdes [57] et une combinaiso n entre 
une espèce tétraploïde (Fortune/La hind-
sii) et une espèce diploïde P. trifoLiata 
qui a gé n é ré d es hy brid es p e n ta-
ploïdes [58] . D ans les cas d 'hybridations 
inrerrribales, seules deux publications 
fo nt é ta t du ni vea u d e p loïdi e d es 
plantes régénérées. Celui-ci esr confo rme 
Tableau 1 
Liste des hybrides somatiques tétraploïdes et des alloplastes obtenus au 
CIRAD par hybridation somatique entre agrumes apomictiques diploïdes 
Géniteurs 
Mandarinier commun Md King of Siam 
Md Beauty 
Oranger Shamouti 
Oranger Valencia 
Pamela Star Auby 
Pamela Dunca n 
Bigaradier 
Citronnier Eureka 
Citronnier LAC 
Limettier Mexicain 
Fortune/la japonica 
Poncirus trifoliata 
Mandarinier Sunki Citrange Carrizo 
Oranger Shamouti Md Beauty 
Pamela Star Auby 
Limettier Mexicain 
Citronnier LAC 
Oranger Valencia Late Md Sanguine 
Pamela Star Auby Cédrat de Corse 
Citronnier LAC 
Limettier Mexicain 
Limettier Mexicain Bigaradier 
Citronnier LAC 
Citrange Carrizo 
Citronnier LAC Citronnier Eureka 
Hybrides 
somatiques 
+ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
++ 
Alloplastes 
Noyau/Cytoplasme 
Or/Md 
Md/Po 
Po/Md 
Ci/Md 
Ci/Md 
FJ/Md 
+ matériel in vitro; ++ plants greffés; Or : oranger; Md : mandarinier; Po : pomelo; Ci : citronnier; 
FJ : Fortune/la japonica. 
List of sornatic hybrids and alloplasts obtained by Cirad frorn sornatic hybridi-
sation between diploid apornictic 
Tableau 2 
à celui attendu pour une combinaison 
encre les genres Citrus et Murraya (54] 
tandis que les plantes régénérées pour 
une combinaison enrre Citrus sinensis 
(2x) et Clausena lansium (2x) sont hexa-
ploïdes (5 5]. 
Les défauts de nombreux hybrides entre 
genres sexuellement incompatibles, la 
difficulté à régénérer des plantes pour les 
combinaisons intertribales et certaines 
combinaisons entre sous-tribus, ainsi que 
les apparentes instabilités génomiques 
pour les combinaisons les plus éloignées 
montrent c lairement les limites de 
l'hybridation somatique symétrique pour 
exploiter la diversité au sein de la sous-
famille des Aurantiodeae. La mise en 
place de programmes d'hybridation asy-
métrique permettant de n'introgresser 
que des portions limitées des génomes 
des espèces sauvages apparaît ainsi parti-
culièrement souhaitable. 
L'efficacité de l'hybridation somatique 
symétrique pour combiner des génotypes 
poly-embryonnés ou stériles de la sous-
rribu des Citrinae ouvre, en revanche, 
des perspectives très larges pour l' amélio-
ration des porte-greffes et la création de 
cultivars triploïdes. 
Capacité de régénération et stabilité des génomes nucléaires des hybrides somatiques en fonction de la 
divergence génétique entre les parents 
Géniteurs RSH PPH Ploïdie EMP 
lntragénérique Citrus reticulata (2x) Citrus paradisi (2x) + + 4x 
Citrus aurantifolia (2x) Citrus paradisi (2x) + + 4x 
Citrus reticulata (2x) Citrus aurantifolia (2x) + + 4x 
lntergénérique Citrus reticulata (2x) Citrus sinensis + + 4x 
x P. trifoliata (2x) 
Citrus reticulata (2x) Poncirus trifoliata (2x) + + 4x 
Citrus reticulata (2x) Fortune/la japonica (2x) + + 4x 
Inter-sous-tribus Citrus aurantifo/ia (2x) Triphasia trifoliata (2x) + 6x + 
lntertribale Citrus aurantifolia (2x) Murraya paniculata (2x) + ? + 
Citrus aurantifolia (2x) Clausena excavata (6x) + 10x à 12x + 
RSH : Régénération de structures hybrides. 
PPH : Plantes ou pousses hybrides. 
EMP : Élimination de certains marqueurs nucléaires parentaux. 
Regeneration potential and nuclear genornic stability of sornatic hybrids related with taxonomie divergence between parents 
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Additionner 
les caractères 
dominants en évitant 
la recombinaison 
sexuée ; création 
de porte-greffes 
cumulant 
des tolérances 
aux facteurs biotiques 
et abiotiques 
Les porte-greffes doivent assurer l'adapta-
tion des agrumes aux différents contextes 
pédoclimatiques de l'aire de culture et 
apporter des résistances à de nombreux 
agents pathogènes (Phytophthora sp., 
Tristeza, nématodes, mal secco . .. ). Leurs 
interactions avec les cultivars déterminent 
également la qualité des fruits qui consti-
tue un fac teur de sélection important, 
parti culièrement pour les productions 
destinées au marché du fruit frais. Comp-
te tenu du contrôle polygénique de la 
Tableau 3 
plupart de ces caractères, c'est ai nsi plu-
sieurs dizaines de gènes qu'il convient de 
gérer dans le cadre de la recombinaison 
sexuée. L'hétérozygotie de la pluparr des 
agrumes étant élevée, la probabilité de 
sé lec tionn er un génotyp e ass oci ant 
l'ensemble des gènes favorables es t très 
faible. Ceci est particulièrement vrai pour 
les porte-greffes, pour lesquels la lourdeur 
des procédures d 'évaluation interdit le 
criblage de populations hybrides très 
importantes. L'hybridation somatique est 
ainsi apparue comme un e alternat ive 
séduisante permettant d 'additionner 
l'ensemble des gènes de deux individus 
présentant des caractères complémen-
taires afin d'exploiter efficacement le ger-
moplasme [59]. 
Le bass in méditerranéen est l' une des 
zones de productions présentant les plus 
fortes contraintes pour les porte-greffes. 
On y trouve en effe t assoc iées d es 
contrai ntes abiotiques majeures (salinité, 
sols calcaires) et des pressions sanitaires 
élevées (Phytophthora sp., mal secco, 
nématodes) considérablement aggravées, 
ces dernières décennies, par la dispersion 
de la T risteza sur la quasi-total ité du bas-
sin médi te rranéen. Aucun des po rce-
greffes traditionnels ne répondant à ce 
fa isceau de contraintes, la création d'une 
nouvelle génération variétale constitue 
une des prio rités des p rogra mmes de 
rec herc he d ans la région [6 0] . Le 
CIRAD a ainsi engagé un programme 
pour la création, par hybridation soma-
tique, de porte-greffes répondant aux 
contraintes du bassin méditerranéen. Les 
différent es rés is tances e t tolé rances 
requises sont en effet présentes chez les 
agrumes (tableau 3) et certains couples 
d e gén o types perm ettent d 'assoc ie r 
l'ensemble des caractères requis. Ainsi le 
Po ncirus trif oliata et certains de ses 
hybrides avec les Citrus (cirrange Carri-
zo : C. sinensis X P. trifoliata ; citrumello 
4475 C. paradisi X C. trifoliata) appor-
tent des rés istances aux principaux fac-
teurs biotiques tandis que de nombreuses 
tolérances aux stress abiotiques peuvent 
être trouvées chez les Citrus. N otre stra-
tégie s'applique donc prin cipalemenr à 
additionner les génomes du Poncirus ou 
de ses hybrides à ceux de certains Citrus. 
Plusieurs combinaisons in tergénériques 
ont été réalisées et sont à différents 
s tades de régéné ration . Un premi er 
h ybride inrergénérique entre Poncirus 
trifoliata cv « Pomeroy » et C. reticulata 
cv « Commun » s'avère très prometteur 
(figure 10). Cet hybride al lotétraploïde, 
qui a hé ri té du Poncirus trifo liata 
l' immunité à la T risteza, présente égale-
ment un comporcemenr excell ent sur sol 
Dispersion des caractères de résistance aux facteurs biotiques et abiotiques chez quelques agrumes et genres 
apparentés 
Contraintes abiotiques Contraintes biotiques 
Ale Chi Bor Sec Tri Nem Phy 
Mandarinier Cléopâtre pR RR pR RR R s pR 
Bigaradier R pR R R s s R 
Oranger pR s pR R R s s 
C. amblycarpa R R ? s R s R 
C. taiwanica R R pR RR s s R 
Agrumes acides 
Limettier Rangpur pR RR R RR R s s 
Rough lemon RR pR pR R R s s 
C. macrophylla R R RR R s s R 
C. volkameriana R pR ? R R s R 
Limettier Mexicain R pR pR R s s s 
Citrinae 
Poncirus trifoliata s s s pR RR RR RR 
Eremocitrus g /auca R RR RR RR R s R 
Severinia buxifolia pR RR RR R31 
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Figure 10. Bouturage herbacé de l'hybride 
somatique intergénérique Flhorag1 (P. trifoliata 
+ C. reticulata cv « Mandarinier Commun ») en 
vue de son évaluation multilocale. 
Figure 10. Softwood Cutting of the Flhorag1 inter-
generic somatic hybrid (P. trifoliata + C. reticu/ata 
cv "Wi llow leaf") for further multilocation assess-
ment. 
calcaire à l'image de C. reticulata cv 
« commun». Des résultats préliminaires 
suggèrent, par ailleurs, une très bonne 
résistance vis-à-vis des Phytophthora sp. 
comme pour le Poncirus trifoliata. Cet 
hybride entre aujourd'hui en évaluation 
agronomique mulrilocale en partenariat 
avec le Maroc, la Turquie, le Liban et 
Cuba. 
La dominance de nombreux caractères 
de résistance ou de tolérance est confir-
mée par les travaux des équipes de Flori-
de qui disposent d'ores et déjà de nom-
breuses références sur le comportement 
agronomiques de plus de trente nou-
veaux porte-greffes allo tétraploïdes [ 61]. 
Par ailleurs, les hybrides réalisés avec au 
moins l'un des parents produisant des 
graines poly-embryonnées présentent ce 
même caractère ec peuvent donc aisé-
men c faire l'objet de multiplication 
conforme par semis [61]. 
Manipuler la ploïdie 
du complexe d'espèce 
pour créer 
des cultivars triploïdes 
La quasi-totalité des génotypes 
d 'agrumes est diploïde avec quelques 
exceptions comme la lime à gros fruits 
( Citrus latifolia, triploïdes) et Fortune/la 
indsii (tétraploïde). Des mécanismes de 
polyploïdisation spontanés tels la forma-
tion de gamètes diploïdes ou le double-
ment chromosomique des tissus nucel-
laires ont été décries au début des 
années 70 [62]. Ils ont été exploités pour 
manipuler la ploïdie du complexe d'espè-
ce en vue de créer des cultivars triploïdes 
aspermes [63]. L'absence de pépin dans 
les fruits est en effet un critère essentiel 
pour le marché du fruit frais. La 
recherche de stérilités femelles constitue 
ainsi un objectif majeur de sélection, de 
même que les stérilités mâles afin d'évi-
ter toute pollinisation croisée sur des cul-
tivars auto-incompatibles comme les clé-
mennn1ers . 
Les programmes d'amélioration 
s'appuyant sur la formation de gamètes 
diploïdes spontanés ont été limités par 
la faible fréquence de ces événements, 
tandis que les travaux d'hybridation 
encre diploïdes et tétraploïdes se sont 
heurtés à la très faib le diversité du ger-
moplasme tétraploïde et à la dépression 
de consanguinité liée à l'autocécraploï-
die [34]. Très peu de cultivars commer-
ciaux sont ainsi issus de ces différents 
travaux. 
Dans les années 90, l'hybridation soma-
tique a relancé l'intérêt pour les manipu-
lations de ploïdie chez les agrumes avec 
deux applications : 
- la diversification du pool de géniteurs 
tétraplo.ides [47, 64] ; 
- la synthèse directe d 'hybrides triploïdes 
par fusion de protoplasces haploïdes et 
diploïdes [65]. 
Le Cirad développe les deux axes dans 
le cadre d'un programme de diversifica-
tion variétale plus spécialement ciblé sur 
le groupe des mandar~niers qui prend 
une place croissante sur le marché du 
fruit frais européen. Des génotypes pré-
sentant des caractères de résistances à 
certaines contraintes biotiques comme la 
cercosporiose africaine, le chancre 
citrique et la « chlorose variéguée » sont 
par ailleurs insérés dans ce programme 
d'hybridation somatique afin d'intégrer 
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les gènes de résistance dans les comparti-
ments tétraploïdes et triploïdes. 
Diversification 
du compartiment 
tétraploïde du complexe 
d'espèce 
Pour la quasi-totalité, les plantes régéné-
rées après fusion entre agrumes diploïdes 
( Citrus et Fortunella) son c soi c des 
hybrides a ll océrraploïdes, soit des 
diploïdes possédant l'un des génomes 
nucléaires parentaux. Les autotétraploïdes 
sont très rares et les plantes de niveau de 
ploïdie supérieur à 4x inexistantes. Si la 
plupart des combinaisons produisenc une 
majorité d'hybrides, d'autres en revanche 
conduisenc principalemenc à la régénéra-
tion de diploïdes possédant l'un des 
génomes nucléaires parencaux; c'est en 
particulier le cas des combinaisons entre 
le mandarinier commun et différents 
orangers. L'analyse des allotétraploïdes à 
l'aide de marqueurs moléculaires et de la 
cyromécrie en flux a permis de montrer 
qu'ils résu ltaient bien d'une addition 
complète des génomes diploïdes paren-
taux. De tels hybrides somatiques ont pu 
être sélectionnés pour une vingtaine de 
combinaisons (tableau 1) présentant de 
l'intérêt pour l'amélioration des cultivars 
et sont en cours de multiplication. Ils 
servironc de pollinisateurs sur des culti-
vars mono-embryonnés. La faisabilité de 
la synthèse de triploïdes par cette voie a 
d'ores et déjà été démontrée dans le 
cadre de programmes d'amélioration du 
citronnier [66] et du pamplemous-
sier [ 67]. Cette stratégie est celle qui pro-
duit les descendances triploïdes les plus 
polymorphes et hétérozygotes relative-
ment à celles que nous développons en 
parallèle (exploitation des 2n gamètes, 
fusion diploïde + haploïde) [64]. 
Synthèse directe 
de triploïdes par hybridation 
somatique entre génotypes 
diploïde et haploïde 
Les fusions entre des procoplastes 
haploïdes de clémentinier obtenus par 
gynogenèse induire [68] et des proco-
plastes d ' une dizaine de cultivars 
diploïdes ont produit des populations de 
plantes hybrides triploïdes, tétraploïdes 
et pentaploïdes (tableau 4) . Cette hétéro-
généité est sans doute liée à l' instabilité 
de la ploïdie constatée au niveau des 
Tableau 4 
Effectifs des hybrides polyploïdes obtenus au Cirad par fusions de 
protoplastes haploïdes de clémentinier et des protoplastes de cultivars 
diploïdes 
Géniteurs diploïdes Hybride 3x Hybride 4x Hybride 5x 
Md. Commun 19 2 0 
Md. Murcott 1 3 1 
Md. Kinnow 24 19 3 
Md. Sunki 8 2 1 
Md. Beauty 3 10 0 
Oranger Shamouti 15 2 0 
Oranger Valencia Late 14 18 0 
Bigaradier 14 1 0 
Limettier Mexicain 5 10 0 
Pomelo Star Ruby 13 35 5 
Kumquat Marumi 6 5 0 
Total 122 107 10 
Polyploid hybrids obtained by Cirad from haploid clementine protoplast and 
diploid cultivar protoplast 
lignées de cals haploïdes (figure 11). 
L'analyse des dosages alléliques par élec-
trophorèse enzymatique montre en effet 
que les hybrides triploïdes, tétraploïdes 
et pentaploïdes sont issus de l'addition 
respectivement d'un, de deux et de trois 
génomes haploïdes au génome du culti-
var diploïde. Ces populations ouvrent 
ainsi la voie à l'analyse des effets des 
dosages alléliques sur l'expression des 
caractères. 
Les triploïdes issus de ces combinaisons 
sont en cours de multiplication 
(figure 12) et entrent dans le réseau 
d'évaluation du Cirad et de !'INRA. 
Les hybrides tétraploïdes enrichissent 
Compte 
~ 2x 3x 
Figure 11 . Variation du niveau de ploïdie 
parmi des protoplastes isolés à partir d'un 
cal « haploïde » de clémentinier analysés par 
cytométrie en flux. 
Figure 11 . Ploidy variation among protoplasts 
isolated from a "haploid" clementine embryo-
genic callus line analysed by flow cytometry. 
pour leur part le compartiment tétraploï-
de du complexe d'espèces. 
Figure 12. Multiplication par greffage d'un 
hybride somatique triploïde obtenu par 
fusion de protoplastes haploïdes de clémen-
tinier et de protoplastes diploïdes de pomelo 
« Star Ru by ». 
Figure 12. Grafted plant of a triploid hybrid 
obtained by haploid clementine + diploid "Star 
Auby" grapefruit protoplast fusion. 
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Cette stratégie de synthèse d'hybrides tri-
ploïdes est la seule qui permette de 
conserver l'intégralité du génome du 
cultivar diploïde sans recombinaison. 
Elle devrait être particulièrement intéres-
sante pour valoriser les culti vars 
diploïdes traditionnels, adaptés aux 
conditions et aux attentes qualitatives 
des marchés locaux, mais qui contien-
nent généralement de très nombreux 
pépins. Elle est actuellement limitée par 
le faible potentiel des haplométhodes 
chez les agrumes [68, 69] et donc par la 
très faible diversité du compartiment 
haploïde. Le développement de l'hybri-
dation gaméro-somatique à partir de 
protoplastes de microspores [70] permet-
trait d 'en accroître considérablement les 
perspectives. 
Générer de nouvelles 
associations 
nucléo-cytoplasmiques 
Aucun élément n'étant disponible, chez 
les agrumes, concernant l'influence des 
cytoplasmes sur l'expression des carac-
tères agronomiques ou pomologiques, 
très peu de programmes se sont appli-
qués à recombiner ces organites via des 
hybridations somatiques asymétriques . 
Ainsi, les travaux réalisés à la fin des 
années 80 (20, 24] pour l'obtention, par 
cette voie, de cybrides ou d 'alloplastes 
présentant des stérilités mâles, sont restés 
sans lendemain. La quasi-totalité des 
agrumes possédant de nouvelles associa-
tions nucléocyroplasmiques sont donc 
des sous-produits de programme d 'hybri-
dations somatiques classiques. 
Des alloplastes sont ainsi issus de six 
combinaisons de notre programme de 
diversification du compartiment tétra-
ploïde (tableau 1). La plupart ont été 
obtenus dans le cadre de combinaisons 
entre proroplastes de cal embryogène 
pour l'un des parents et protoplastes de 
feuille pour l'autre. C'est par exemple le 
cas pour des combinaisons entre des cals 
de mandarinier cv « Commun » et des 
feuilles d 'oranger cv « Valencia » et de 
pomelo cv « Duncan » réalisées en parte-
nariat avec les équipes floridiennes de 
l'IFAS [71]. Aucun hybride nucléaire 
n 'avait été obtenu pour ces combinai-
sons ; en revanche, des plantes diploïdes 
possédant des génomes nucléaires 
d'oranger ou de pomelo avait été régéné-
Summary 
Somatic hybridisation potential for Citrus germplasm utilization 
P. O lli rraul t, D . Dambier, Y. Froelicher, et al. 
Somatic hybridization is a means of increasing genetic variability of gene pools involving several crops, not on/y by 
overcoming sexual incompatibility between species, but also by combining nuclear, chloroplastic and mitochondrial 
genomes in new patterns (Figure 1 ). lt appears particularly we/1 adapted for Citrus with regards to breeding system 
constraints (apomixis, sterility) and the genetic structure of gene pools. This paper presents major applications of 
somatic hybridization in Citrus on the basis of research carried out by the French Cirad and INRA research teams. 
Organization of Citrus germplasm diversity. There is total sexual compatibility between ail Citrus, Poncirus and For-
tunella species, with high agronomie and pomologic diversity (Figure 2) . Some sexual hybrids can also be obtained 
between these three genera and Microcitrus and Eremocitrus. Sexual breeding programmes have on/y tapped a very 
sma/1 proportion of this diversity, main/y because of: (i) the apomixis or sterility of many cultivars; (ii) the high level 
of heterozygosity of the germplasm (particularly for species like sweet orange, grapefruit or /emon that arise from 
interspecific hybridization); and (iii) the long juvenile phase. Other genera of Citreae and Clauseneae tribes present 
interesting resistance traits that cannot be recombined with Citrus due to sexual incompatibility. 
Somatic hybridization techniques. Establishment of a nucellar embryonic cal/us library is a prerequisite for efficient 
citrus somatic hybridization programmes (Figure 3). For successful regeneration from citrus protoplast fusions, at 
/east one parental protoplast population has to arise from the cal/us. Somatic hybridization is carried out by proto-
p/ast electrofusion (Figure 4) and the regenerated embryos or plantlets are characterized by flow cytometry 
(Figure 5), isozyme analysis (Figure 6), and CAPS (cleaved amplified polymorphie sequence) cytoplasmic markers 
(Figure 7) in order to assess the ploidy level and nuclear and cytoplasmic origins, respective/y. Genomic in situ 
hybridization should be an interesting technique for the analysis of multiploid hybrids (Figure 8) . 
Tapping the wide genetic diversity (Figure 9) . Citrus polyembryonie (apomictic) and sterile cultivars are currently 
widely used for the synthesis of fertile tetraploid hybrids. We have obtained hybrids for 20 combinations of this kind 
(Table 1) and more than 100 hybrid combinations have been obtained worldwide. Somatic hybrids between sexually 
incompatible species have been achieved, but their breeding potential seems limited due to unfavourable traits and 
problems of nuclear genome instability for inter-subtribe and inter-tribe combinations. The development of asymme-
tric hybridization seems essential for optimizing the use of this germplasm. 
Adding parental genomes for rootstock breeding . The search for rootstocks resistant to Citrus tristeza virus and 
withstanding other constraints such as drought, alkalinity, salinity, Phytophthora and nematode problems is a critical 
priority for the citrus industry in the Mediterranean Basin. Progress in citrus rootstock genetic improvement is diffi-
cult through conventional sexual breeding programmes, main/y because of the heterozygosity of the progenitors, 
which induce high segregation of characters in the progeny, thus reducing the probability of obtaining recombinant 
hybrids cumulating ail genes and traits of interest from the two parents. The creation of somatic hybrids is therefore 
highly promising as ail dominant traits can be cumulated, irrespective of the heterozygosity level in the breeding 
material. Our programme focuses on combinations between Citrus for abiotic resistance and Poncirus for biotic 
resistance (Table 2). One Poncirus trifoliata x Citrus reticulata hybrid (Figure 10) is very promising as it cumulates 
calcareous soi/ tolerance (ok??) and tristeza disease resistance. International agronomie assessments are under way 
and the initial results are highly promising. 
Ploidy manipulation for triploid cultivar breeding . Seedlessness is a major criterion for the Citrus fresh fruit market. 
Triploid breeding thus appears very promising for the selection of new citrus cultivars. C/irad deve/oped two soma-
tic hybridization strategies for triploid synthesis. The first one involves diversification of the tetraploid gene pool to 
be used for sexual crosses with diploid monoembryonic cultivars (Table 1 ). This strategy has enabled high diversifi-
cation of this gene pool international/y. The second one involves direct synthesis of triploid hybrids by protoplast 
fusion between diploid and haploid lines. By this method, a haploid genome can be added to the whole diploid 
genome of high organoleptic quality cultivars without recombination. Triploid hybrids have been obtained for 7 7 
parental combinations as we/1 as some tetraploid and pentaploid plants (Table 3) . This ploidy polymorphism can be 
due to the presence of diploid and trip/oid cells in the haploid cal/us, as detected by flow cytometry (Figure 11 ). Tri-
ploid hybrids (Figure 12) should be exploited direct/y after evaluation, while tetraploid hybrids wi/1 join the allotetra-
ploid pool for further sexual breeding with diploids. 
Creation of new nuclear-cytoplasmic combinations. The search for new nucleocytoplasmic associations has not been 
a priority of Citrus research programmes, but several allowplasts have been obtained by symmetric somatic hybridi-
zation. Chloroplast segregation could occur between different regenerated plants of the same combination (Figure 7) 
and mitochondrial genomes are always inherited from the parent cal/us for leaf protoplast/callus protop/ast combina-
tions. These alloplasts have paved the way for nucleocytoplasmic interaction studies, and the results should open 
new avenues for Citrus germplasm development. 
ln coming years, somatic hybridization programmes throughout the world wi/1 dramatically alter the Citrus gene 
pool, with a shift from a diploid to a polyploid camp/ex. This wi/1 give rise to new strategies for Citrus germplasm 
management and conservation. 
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rées alors que les protoplastes iso lés à 
partir de feuiLle ne possèdent pas d'apti-
tude à l'embryogenèse sur les milieux de 
culture utilisés. L'étude des RFLP cyto-
plasmiques à l'aide de deux sondes chlo-
roplastiques et sept sondes mitochon-
driales a permis de montrer que ces 
plantes possédaient des noyaux d'oran-
gers ou de pomelos dans un cytoplasme 
de mandari ni er en l'absence de toute 
recombinaison des organites cytoplas-
miques [71]. La transmission, chez les 
plantes régénérées (qu'elles so ient tétra-
ploïdes ou diploïdes), du génome mito-
chondrial du parent apporté sous forme 
de cal est également apparue systéma-
tique pour des fusions encre cals de man-
darinier cv « Commun » avec des feuilles 
de Kumquat cv Marumi, de C itronnier 
cv « Eureka » et de Poncirus trifoliata cv 
« Pomeroy » [43]. 
Ces résultats sont co nform es à ceux 
obtenus par différents auteurs [72-75] 
qui montrent par ailleurs que, pour de 
nombreuses combinaisons il existe une 
ségrégation aléatoire des génomes chloro-
plastiques parentaux. L'ensemble de ces 
données suggère l'existence d'une com-
posante mitochondriale de l'aptitude cel-
lulaire à l'embryogenèse [72]. 
Dans le cadre des fusions entre proco-
plasces de cals pour les deux parents, l'ana-
lyse par CAPS chloroplastique d'une cin-
quantaine de plantes, régénérées à partir 
d ' un plan d 'hybridation diallèle entre 
quatre espèces (oranger, citronnier, man-
darinier et pomelo) , témoigne d'une ségré-
gation équilibrée des chloroplastes paren-
taux chez les h ybrides somatiques 
(figure 1). Cette étude a par ailleurs permis 
d ' identifier de nouveaux all o pl astes 
(tableau 2). 
Chez les agrumes, les cas de recombinai-
son des génomes cytoplasmiques appa-
raissent très rares. Ains i, seu les trois 
publications font état de recombinaisons 
mitochondriales. Les deux premières se 
rapportent à des travaux d 'hybridation 
somatique asymétr ique incergénérique 
entre Citrus et Microcitrus [20, 24], tan-
dis que la troisième concerne une fusion 
symétrique· intragénérique (Tangelo cv 
« Séminole » + Rough lemon) [74]. Cette 
sélection forte de structures non recom-
binées pourrait être liée au rôle des mito-
chondries dans le processus embryogéné-
nque. 
L'obtention, au niveau international , de 
nombreux alloplasces diploïdes et d'allo-
térraploïdes, possédant un même noyau 
hybride dans différents cytoplasmes, 
devrait apporter, dans les années qui 
viennent, de précieuses informations sur 
les interactions nucléocytoplasmiques. 
Ces nouvelles connaissances pourraient 
ainsi relancer l'intérêt des manipulations 
cytoplasmiques pour la création variétale, 
d 'autant que les transferts dirigés sont 
relativement aisés à piloter par des hybri-
dations entre protoplastes de feuilles et 
protoplastes de cals. 
Conclusion 
Chez les agrumes, l'intérêt des hybrida-
cio ns somatiques symétrtques pour 
l'exploitation de genres sexuellement 
incompatibles apparaî t limité compte 
tenu de la difficulté à régénére r des 
plantes viables pour les combinaisons les 
plus éloignées (entre tribus et entre cer-
taines sous-tribus) et de l' instabilité des 
génomes nucléaires qui semble liée à ces 
combinaisons. Par ailleurs, les hybrides 
entre espèces sexueLlemenr incompatibles 
présentent généralement des caractères 
défavorables qu'il paraît difficile d'élimi-
ner chez les agrumes par des cycles de 
recombinaison ultérieurs. La voie la plus 
promerreuse afin d'intégrer efficacement 
ces taxons aux ressources génériques utiles 
est celle de l'hybridation asymétrique qui 
pourrait permettre, après irradiation ou 
traitement aux UV des protoplasces, de 
n'intégrer que quelques chromosomes ou 
fragments chromosomiques de l'espèce 
sauvage chez les hybrides. 
L'hybridation somatique élargit, en 
revanche, considérab lement la gamme 
des génotypes effectivement exploitables 
au sein des pools géniques primaires et 
secondaires. Elle permet en effet d'asso-
cier des caractères de deux parents apo-
mi ctiq ues et d ' intégrer le génome de 
cu ltivars totalement stériles chez des 
hybrides tétraploïdes ferciJes. La synthèse 
directe, par fusion de protoplastes 
diploïdes et haploïdes, de cultivars tri-
ploïdes produisant des fruits sans pépins 
ouvre par ailleurs la voie à la valorisation 
de nombreux cultivars traditionnels 
adaptés aux contraintes pédoclimatiques 
er sanitaires locales ainsi qu'aux attentes 
qualitatives des consommateurs. 
L'hybridation somatique autorise I' addi-
tion de l'ensemble des gènes de deux 
parents quels que soient leurs niveaux 
d'hétérozygotie. Au-delà de l' intérêt pour 
la création de porte-greffes, cette applica-
tion ouvre des perspectives très intéres-
santes pour les analyses d'hérédité. Un 
plan de croisement diallèle entre des 
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cultivars représentatifs de six espèces du 
genre Citrus est ainsi en voie de finalisa-
tion au Cirad et permettra d 'aborder 
prochainement l'analyse de l'hérédi té de 
nombreux caractères de résistance ainsi 
que celle de certains facteurs de qualité 
comme les arômes . Ce plan de croise-
ment a par ailleurs généré de multiples 
associations nucléocyroplasmiques, cane 
au niveau diploïde (alloplastes) que tétra-
ploïde, qui vont permettre d 'étudier 
l' influence des interactions entre noyau et 
cytoplasme sur l'expression des caractères. 
Les différents travaux d'hybridation 
symétrique conduisent de fait à générer 
ou enrichir des compartiments poly-
ploïdes au sein d'un complexe d'espèces 
à l'origine essentiell em ent diploïdes. 
Cerce manipulation de la ploïdie, recher-
chée dans le cadre de l'amélioration des 
cultivars, ou corollaire de la stratégie 
d'addition de caractères dominants chez 
les porte-greffes, devrait se traduire, dans 
les décennies à venir, par une modifica-
tion considérable de la structure évoluti-
ve du complexe d'espèces et donc par 
une redéfinition des stratégies de conser-
vation des ressources génétiques des 
agrumes • 
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l:hybridation somanque permet d'accroître la diversité des pools géniques des 
espèces cultivées, non seulement en contournant les incompatibilités ou 
contraintes sexuelles, mais également en combinant les génomes nucléaires, chlo-
roplastiques et mitochondriaux suivant de nouvelles règles. Elle trouve des applica-
tions importantes chez les agrumes compte tenu du caractère apomictique ou de la 
stérilité de nombreux cultivars et de la structure du complexe d'espèces. Les 
génomes de cultivars inexploitables par voie sexuée ont ainsi été intégrés au sein 
d'hybrides tétraploïdes par fusion de protoplastes au polyéthylène glycol ou par 
électrofusion. Cette manipulation de la ploïdie via l'hybridation somatique, dont 
l'objectif final est la sélection de cultivars triploïdes aspermes, a permis d'enrichir 
considérablement le compartiment tétraploïde du complexe d'espèce. Elle 
s'applique également à la synthèse directe d'hybrides triploïdes par fusion de pro-
toplastes haploïdes et diploïdes. l:addition de l'ensemble des gènes des deux 
parents quels que soient leurs niveaux d'hétérozygotie trouve une application 
majeure pour la création de porte-greffes cumulant des caractères de résistance. 
Lexploitation de la diversité de genres sexuellement incompatibles est en revanche 
moins utile compte tenu des défauts présentés par la majorité des hybrides. Dans 
ce cas, la mise en œuvre de programmes d'hybridations asymétriques paraît sou-
haitable pour n'introgresser que quelques fragments du génome des espèces sau-
vages. Des alloplastes générés par hybridation symétrique ouvrent la voie à l'étude 
des interactions nucléo-cytoplasmiques. l:hybridation somatique entraîne une évo-
lution majeure du pool génique des agrumes vers un complexe polyploïde. 
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